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RESUMEN 

 

 

Se analizó la resistencia a los insecticidas temefos, malatión y deltametrina en 4 sub-

poblaciones de Aedes aegypti de Venezuela durante los años 2008 y 2010 siguiendo 

el protocolo de la OMS (1981) y la metodología de botellas impregnadas Brogdon y 

McAllister (1998), asi como los mecanismos de resistencia enzimáticos y mutación 

kdr. Las  sub-poblaciones Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara y Ureña 

evaluadas en este estudio mostraron baja resistencia al temefos (FRCL50< 5) en ambos 

periodos de investigación con niveles sobre-expresados de β-esterasas en la sub-

población Lara 2008 y TE para el 2010, asi como MFO para PTO 2008, los cuales no 

fueron asociados con la baja resistencia encontrada debido a que no cumplieron los 

tres criterios propuestos en este estudio para asociar las enzimas detoxificativas con 

la resistencia. Todas las sub-poblaciones mostraron baja resistencia al 

organofosforado malatión en el 2008 y 2010 con valores de FRCL50 < 5 y sobre-

expresión de alfa-esterasas cuyo papel en el metabolismo del organofosforado no se 

pudo dilucidar en el presente estudio. Con respecto a la deltametrina se observo baja 

resistencia al derribo en la sub-población PTO  con un FRDK50 de 4.9 y  moderada 

resistencia  en las sub-poblaciones TE, Lara y Ureña  con valores de FRDK50 entre 5 y 

10 para el 2008. Para el 2010 los valores de DK50 aumentaron significativamente en 

todas las sub-poblaciones, pero solo la sub-población Ureña mostro alta resistencia al 

derribo, asociando dicha resistencia con la presencia de la mutación  Ile1,016  en el 

canal de sodio cuyas frecuencias oscilaron entre 0.01 y 0.37. Resistencia moderada 

post-recuperación a la deltametrina durante el año 2008 fue observada en la mayoría 

de las  sub-poblaciones, la cual evoluciono para el 2010 registrándose  valores de 

FRCL50 de 9.3 en  PTO y en el resto de las sub-poblaciones valores >10, 

correspondiendo a una alta resistencia post-recuperación al piretroide la cual no se 

asocio a los niveles sobre-expresados de GST y MFO. Los resultados obtenidos  

evidencian que la resistencia es dinámica en el tiempo y el espacio, por lo que deben 

realizarse evaluaciones periódicas que incluyan bioensayos de susceptibilidad y 

determinación de mecanismos asociados a la resistencia a insecticidas para obtener 

una información completa acerca de la susceptibilidad de la población blanco al 

químico que se desee aplicar, elaborar estrategias para el manejo de la resistencia e 

identificar el momento oportuno para rotar los insecticidas con el objetivo de 

conservar la susceptibilidad de dicha sub-población. 
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ABSTRACT 

 

 

We analyzed the resistance to insecticides temephos, malathion and deltamethrin in 4 

sub-populations of Aedes aegypti in Venezuela during 2008 and 2010 following the 

WHO protocol (1981) and the methodology Brogdon and McAllister  (1998) 

impregnated bottles, well as enzymatic resistance mechanisms and kdr mutation. 

Sub-populations Pampanito (PTO), Tres Esquinas (TE), Lara and Ureña were 

evaluated in this study showed low resistance to temephos (FRCL50 <5) in both 

periods of research with over-expressed levels of β-esterases in the sub-population 

Lara  and TE for 2008 and 2010 and MFO in PTO 2008, which were not associated 

with low resistance encountered because they did not meet the three criteria proposed 

in this study to enzymes associated with resistance. All sub-populations showed low 

resistance to malathion in 2008 and 2010 with FRCL50 values <5 and over-expression 

of alpha-esterases whose role in the metabolism of organophosphorus could not 

figure out in this study. Low knockdown resistance to deltamethrin was observed in 

the  sub-population PTO (FRDK50 4.9) and moderate resistance in the subpopulations 

TE, Lara and Ureña with values FRDK50 between 5 and 10 for 2008. The values DK50 

for 2010 were significantly increased in all sub-populations, but only Ureña sub-

population showed high knockdown resistance , associating this resistance with the 

presence of the mutation Ile1, 016 in the sodium channel whose frequencies ranged 

0.01 and 0.37. Post-recovery moderate resistance to deltamethrin in 2008 was 

observed in most of the sub-populations, which evolved in 2010 recorded 9.3 FRCL50 

values in PTO and the rest of the sub-populations values> 10, corresponding to a 

high resistance to pyrethroid post-recovery which was not associated with over-

expressed levels of GST and MFO. The results show that the resistance is dynamic in 

time and space, so it should be periodic evaluations of bioassays including 

determining susceptibility and resistance mechanisms associated with insecticide to 

get complete information about the susceptibility of the population white to 

implement desired chemical, develop strategies for resistance management and 

identify the right time to rotate insecticides in order to preserve the susceptibility of 

this sub-population. 
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5.   MATERIAL Y METODO 

 

 

5.1    Área de Estudio  

         Venezuela  geopolíticamente está estructurada en 23 estados, el Distrito Capital y 

74 islas en el mar Caribe que constituyen las Dependencias Federales, distribuidos en  

nueve regiones:  

Región Capital: Distrito Capital y estados Vargas y Miranda.  

Región Central: estados Aragua, Carabobo y Cojedes.  

Región Insular: estado Nueva Esparta y Dependencias Federales.  

Región Nororiental: estados Anzoátegui, Monagas y Sucre.  

Región Guayana: estados Bolívar, Amazonas y Delta Amacuro.  

Región Centro Occidental: estados Falcón, Lara, Portuguesa y Yaracuy.  

Región Zuliana: estado Zulia.  

Región de los Andes: estados Barinas, Mérida, Táchira, Trujillo y municipio de Páez 

del estado Apure. 

Región de Los Llanos: estados Guárico y Apure.  

         Los estados están conformados por municipios autónomos que constituyen la 

unidad primigenia de la administración política territorial. 

         El presente estudio comprende sub-poblaciones de  Ae. aegypti procedentes de las 

localidades Pampanito y Tres Esquinas en el estado Trujillo, Lara en estado Lara y 

Ureña en el estado Táchira, al occidente de Venezuela (Fig. 8). 

Pampanito: Se encuentra ubicado en el municipio Pampanito en el  Estado Trujillo,  en 

las coordenadas a 9
◦
24’42” lat., 70

◦
29’39” long. El municipio Pampanito se ubica en el 

centro del estado Trujillo, cerca de ciudades y poblaciones importantes como: Trujillo, 

Valera y Pampán a una altura entre  614 m.s.n.m. Su clima es del tipo tropical de 

montaña y tropical de altura con una temperatura variable que oscila entre 20
o
C  y  30

o
C 

y una precipitación pluvial anual de 1200 mm. La principal actividad económica es la 

agricultura. 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Trujillo_(ciudad,_Venezuela)
http://es.wikipedia.org/wiki/Valera
http://es.wikipedia.org/wiki/Pamp%C3%A1n
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total de 30 hembras supervivientes y 30 muertas fueron usadas para la cuantificación de 

enzimas detoxificativas. El segundo grupo correspondió a 200 -300 hembras por sub-

población  bajo las condiciones de  alimentación y edad anteriormente descritas, las 

cuales fueron expuestas a botellas impregnadas con la respectiva  DK50 por 1h y 

posteriormente retiradas y colocadas en envases libres de insecticidas. Los mosquitos 

que fueron capaces de mantener una posición erguida o de volar luego de 1 hora fueron 

aspirados e individualizados en tubos eppendorf y almacenados a -70◦C. El resto de los 

insectos derribados fueron  mantenidos en condiciones de temperatura y humedad 

anteriormente mencionadas. A las 4 h los insectos que se recuperaron fueron extraídos y 

almacenados, asi como los supervivientes y muertos a las 24 h. Estos mosquitos fueron 

seccionados, la  cabeza y el tórax fueron utilizados para la realización de pruebas 

enzimáticas y el abdomen guardado a -70◦C para la posterior extracción de DNA y 

genotipificación (Fig. 14). 

 

Figura 14. Disección de mosquitos 
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5.4.2 Preparación de homogenatos 

         Cada larva o mosquito fue homogenizado en 100 µl de buffer fosfato de 

potasio0.01 M pH 7.2 y suspendido hasta 2 ml del mismo buffer. Alícuotas de 100 µl 

fueron transferidas en pozos de placas de microtitulaciόn por triplicado. Las  alfa y beta- 

esterasas, MFO, GST y iAChE  fueron   cuantificadas  siguiendo la metodología descrita 

Brogdon  and McAllister (1998a) usando  como referencia la cepa NO. Las absorbancias 

fueron medidas con un espectrofotómetro ASYS UVM-34 (Austria) y promediadas. 

 

5.4.3 Determinación de niveles enzimáticos 

         5.4.3.1 Determinación de Alfa y Beta-esterasas 

         Se mezclaron 100 µl  de alfa o beta naftilacetato (disuelto en acetona y buffer 

fosfato) con 100 µl de homogenato de cada insectos en cada pozo de las microplacas y 

se incubaron a temperatura ambiente por 20 minutos. Posteriormente se adicionó 100 µl 

de dianisidina tetrazotizada, se incubó durante 4 minutos y se realizaron las lecturas 

usando un filtro de 540 nm. Alfa o beta naftil fueron utilizados como controles positivos. 

5.4.3.2 Determinación de MFO 

Se mezclaron 100 µl de homogenato con 200 µl 3,3,5,5-tetrametil-benzidina 

dihidroclarada (disuelta en metanol y buffer acetato 0.25 M  pH 5) en cada pozo de 

microplacas y se añadió 25 µl de peróxido de hidrógeno a 3%. Se incubó por 10 minutos 

y se leyó con un filtro de 620nm. Se utilizó Citocromo C (de corazón bovino) como 

control positivo. 

 5.4.3.3 Determinación de GST 

         Se mezclaron 100 µl de  homogenato con 100 µl de glutatión reducido y 100 µl 1-

cloro-2,4 dinitrobenzeno (cDNB) en cada pozo de microplaca y se realizaron lecturas a 

una longitud de onda de 340 nm inmediatamente y luego de 10 minutos. La lectura 

inicial T0 se restó a la lectura realizada a los 10 min (T10). 

 5.4.3.4 Determinación de iAchE 

         Se mezclaron 100 µl de homogenato de cada insecto con  100 µl de acetilcolina 

yodada (ACTH)-propoxur en cada pozo de microplacas y 100 µl de ácido ditio-bis-2-

nitrobenzoico (DTNB). Posteriormente se realizaron las lecturas a 414 nm 
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inmediatamente (T0) y luego de 20 min de incubación a temperatura ambiente (T20). Se 

restaron los T0 a los T20. 

 

5.5    Frecuencia de la mutación Ile1,016 

         Se determinaron las frecuencias alélicas de la mutación Ile1,016 en hembras  de 

Ae. aegypti de las sub-poblaciones Pampanito, Tres Esquinas, Lara y Ureña en 

condiciones naturales durante 2008 y 2010. Adicionalmente, se determinó la frecuencia 

alélica en los cuatro grupos fenotípicos (no derribados luego de 1h, recuperados  a las 4 

h y supervivientes y muertos a las 24h) de las sub-poblaciones luego de ser expuestos a 

la DK50 y se estableció la asociación entre el genotipo y el fenotipo.    

 

 

                     Figura 15. Esquema de determinación de enzimas detoxificativas  

 

5.5.1 Extracción de ADN  
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         El ADN genómico fue extraído  de cada mosquito (abdomen o insecto completo) 

siguiendo la técnica de extracción de sales (Black and Munstermann,1996). Los 

mosquitos fueron macerados  individualmente en 100 µl de buffer de homogenización 

(0.1M NaCL, 0.2M sacarosa, 0.1 Tris-HCL pH 9.1, 0.005M EDTA y 0.5% 

dodecilsulfato de sodio-SDS) utilizando pistilos Kontex en tubos eppendorf de 1.5 ml. 

Posteriormente se mezclaron, se centrifugaron por 2 minutos a 14.000 y se incubaron a 

65
o
C por 30 minutos. Después de este periodo se adicionaron 15 µl de acetato de 

potasio, se mezclaron, se colocaron a -20
o
C por al menos 30 min para precipitar el SDS 

y  se centrifugaron a 14.000 rpm durante 15 min. Los  sobrenadantes fueron  transferidos 

individualmente a nuevos tubos eppendorf estériles de 1.5 ml, se adicionaron 200 µl de 

etanol al 100% y se incubaron 10 min  a temperatura ambiente para precipitar los ácidos 

nucleícos. El ADN fue centrifugado durante 15 min a 14.000 rpm y removido el etanol 

cuidadosamente. Posteriormente  200 µl de  etanol al 70% fueron agregados al pellet 

formado, se centrifugaron a 14.000 rpm por 5 min para remover el exceso de sales, y se 

desechó el sobrenadante cuidadosamente para no perder el pellet. Un segundo lavado fue 

realizado añadiendo 200 µl de etanol al 100%, se centrifugó a 14.000 rpm durante 5 min 

y se extrajo todo el alcohol. El pellet de ADN se secó usando un Speed-Vac y luego se 

resuspendió en 50 µl de buffer TE (0.05M Tris-HCL, 0.05 EDTA, pH 8). La 

concentración y la calidad cada ADN extraído fue  medida con un NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientyfic Inc). Todos los ADN extraídos fueron almacenados a -70 ºC 

(Fig. 16). 

 

 5.5.2 Amplificación de los alelos específicos PCR. 

         Para la amplificación de los alelos Val1,016 e Ile1,016 se realizó una sola reacción 

de PCR en tubo (Saavedra et al., 2007). Se preparó un Máster mix con Buffer 10x, Agua 

destilada ultrapurificada, Cloruro de Magnesio 1.5 mM, dNTP´s 25nM, 2 primers “alelo 

específicos” a 500 pM/µl: Val1,016  5 - 

[GCGGGCAGGGCGGCGGGGGCGGGGCCACAAATTGTTTCCCACCCGCACCG] 

3) y Ile1,016 (5 -[GCGGGCACAAAT TGTTTCCCACCCGCACTGA]-3    y un primer 

anti sentido Ile1,016r  5 - TGATGAACCSGAATTGGACAAAAGC y Taq polimerasa 

5U/µl. En cada tubo de PCR se colocó 1.5 µl de ADN y se le agregó 23.5 µl del Master 
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Mix, se mezclaron por pipeteo y se colocaron en un termociclador Biocycler BIORAD 

® programado a  4 ciclos: 1er ciclo: 95 ºC x 5 min, 2do Ciclo: 95ºC  x 1min, 60ºC x 

1min, 72 ºC x 1.15 min 29x, 3er Ciclo: 72ºC x 10min, 4to Ciclo x 4ºC 24 horas (Fig.17).         

A la par de los ADN de los mosquitos de las sub-poblaciones bajo estudio, se llevaron 

tres controles cada vez que se realizó la PCR, los cuales comprendieron: un control 

homocigoto susceptible (Val1,016/Val1,016 cepa NO), un homocigoto resistente cepa 

IMU5 (Ile1,016/Ile1,016 población resistente Isla Mujeres, México)  gentilmente donada 

por la Dra. Karla Saavedra y un control negativo que correspondía a agua destilada 

ultrapurificada.  

 

 

Figura 16. Extracción, purificación y cuantificación de ADN. 

 

5.5.3 Identificación de genotipos en Ae. aegypti 

         La identificación de genotipos se realizó según Saavedra et al., (2007) mediante 

fragmentación de productos de PCR de alelos específicos del sistema Val1,016Ile. Para 

ello los productos de PCR, un marcador de peso molecular de 12 bandas (de 25bp a 500 
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pb HyperLadder
TM

V, Bioline) y el control negativo se revisaron en geles de agarosa al 

3%  disueltos  en  TBE  a   los  cuales  se  les añadieron 3 µl de bromuro de ethidio. Para                    

cargar las muestras en el gel se mezclaron  3 µl de buffer de carga (azul de bromophenol 

disuelto en TBE 1X y glicerol) y 6 µl de los productos de PCR y luego se colocaron en 

los pozos del gel. La electroforesis se corrió por 20 minutos a 100 voltios y se visualizó 

el gel en un transiluminador de luz ultravioleta para lo genotipificación (Fig.18).  

Figura 17.  Amplificación de los alelos específicos para la mutación Ile1,016. 

  

 

Figura 18. Fragmentación de los productos amplificados por PCR. 

 

 5.6    Análisis de resultados 

 5.6.1 Dosis, tiempo- mortalidad  

         Las mortalidades obtenidas en los bioensayos con temefos y  malatión tanto en las 

sub-poblaciones bajo estudio como en la cepa  de referencia NO, fueron analizadas por 

1       2      3      4 

      Productos de PCR                            Electroforesis                  Visualización de  genotipos                                                                                        
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medio log-probit software (Raymond, 1985), basado en Finney (1971) para determinar 

la concentración letal media (CL50) y tiempo letal medio (TL50).  

         Las Dosis knocdkown DK50 o de derribo fueron determinadas con los insectos 

caídos durante la hora de exposición a la deltametrina, así como el Tiempo Knockdown 

cincuenta (TK50) y las CL50 y TL50  con estos valores y con los obtenidos luego 1h, 2h, 

4h de exposición y 24 h posteriores a la exposición de los mosquitos.  

         Los intervalos de confianza fueron calculados con una α = 0.05 y se determinó la 

diferencia significativa entre los valores en base al traslape de los mismos. Las 

mortalidades fueron corregidas mediante la  fórmula de Abbott (1925) cuando se 

observó mortalidad en el grupo control.  

         Los Factores de Resistencia (FR50) fueron calculados dividiendo  los valores de las 

CL50 o TL50 de las sub-poblaciones bajo estudio entre los obtenidos en la cepa 

susceptible New Orleans. Con el insecticida deltametrina también se calcularon los 

Factores de Resistencia al derribo (FRDK50), dividiendo DK50 de la sub-población bajo 

estudio entre los obtenidos en la cepa de referencia New Orleans. 

         Se utilizó el criterio propuesto por Mazzarri y Georghiou (1995) para clasificar la 

resistencia como: alta resistencia cuando el valor de FR> 10, moderada resistencia  entre 

5 y 10  y baja resistencia cuando el FR< 5. 

 

5.6.2 Análisis de Enzimas detoxificativas 

         Obtenidos los datos de absorbancias para cada enzima, se creó una base de datos 

en Excel y se calculó el promedio de los valores de absorbancia por insecto. 

Posteriormente fue llevada a cabo la prueba de ANOVA (α = 0.05) y la prueba de Tukey 

(α = 0.05) para determinar diferencias significativas entre los niveles enzimáticos en las 

larvas supervivientes y muertas luego de ser expuestas al temefos en las sub-poblaciones 

estudiadas con respecto a la cepa de referencia, asi como en las hembras supervivientes 

y muertas luego de ser expuestas a los insecticidas malatión y deltametrina. 

         El umbral de resistencia correspondió a la máxima absorbancia de la  enzima en 

los especímenes supervivientes de la cepa NO el cual fue comparado  con los 

supervivientes de las sub-poblaciones estudiadas y usado para clasificar los  mecanismos 

enzimáticos como no alterado (NA), incipientemente alterado, o alterado si menos del  
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15% de los especímenes exceden el umbral,  entre 15 y 50% o  cuando más del 50% 

excede este umbral, respectivamente  (Montella et al., 2007).  

         Análisis de regresión lineal fueron realizados entre los valores de las CL50 y los 

niveles enzimáticos (promedio de absorbancia) de las hembras supervivientes, así como 

entre los valores de DK50 y los niveles enzimáticos. La prueba de R
2
 fue llevada a cabo 

para conocer el grado de asociación entre ambas variables.  

         Finalmente tres criterios fueron considerados para determinar si un mecanismo 

enzimático estuvo involucrado con la resistencia encontrada: 1) más del 50% de los 

especímenes supervivientes de la sub-población estudiada excedieran el umbral de 

resistencia,  2) el valor promedio de  la absorbancia de la enzima sea superior en los 

especímenes supervivientes que en los muertos dentro de una sub-población y a su vez 

superior a los supervivientes de la cepa NO  (p<0.05);  y 3) que exista alta correlación 

significativa entre los valores de CL50 y los niveles enzimáticos. 

 

5.6.3 Cálculo de frecuencias de la mutación "kdr" Ile1,016 

         Las frecuencias genotípicas  ƒ  fueron calculadas dividiendo el número de 

mosquitos con el genotipo a calcular entre el total de mosquitos analizados: 

1.-  Frecuencia del genotipo homocigoto susceptible Val1,016/Val1,016  ƒGG  

(ƒGG   Número de mosquitos /Numero de mosquitos analizados 

2.-  Frecuencia del genotipo homocigoto resistente Ile1,016/Ile1,016  ƒAA   

(ƒAA  Número de mosquitos / Numero de mosquitos analizados 

3.-  Frecuencia del genotipo heterocigoto Val1,016/Ile1,016  ƒGA  

(ƒGA  Número de heterocigotos / Numero de mosquitos analizados 

         Las frecuencias alélicas se calcularon  sumando la frecuencia genotípica de los 

heterocigotos entre dos más la frecuencia de los homocigotos: 

1.- p= ƒGG +  ƒGA/2        Frecuencia alélica de Val1,016  

2.- q= ƒAA +  ƒGA/2     Frecuencia alelica de Ile1,016     

         La comprobación del Equilibrio Hardy-Weinberg se suele llevar a cabo utilizando 

la prueba de 
2

  


2
 = ∑ O-E)

2/E donde: O son los genotipos observados y E los genotipos 

esperados, los cuales se calcularon según formula de Hedrick (2011): 








































































































